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Abstract of EP0359645 

Process for separating 2-keto-L-gulonic acid from a fermentation liquor chiefly containing the calcium salt 
of 2-keto-L-gulonic acid, by carrying out the following successive operations: 1 ) separation of the insoluble 
matter, 2) demineralisation of the filtered liquor, and 3) separation of the 2-keto-L-gulonic acid. 
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@ Procede de separation de I'acide c6to-2 L gulonique a partir d'un moOt de fermentation. 

(§) Procede de separation de i'acide ceto-2 L gulonique a 
partir d'un moOt de fermentation contenant essentiellement ie 
sel de calcium de I'acide ceto-2 L gulonique en realisant les 
operations successives suh/antes : 

1) separation des insoiubles, 

2) demineralisation du mout filtre, 

3) separation de I'acide ceto-2 L gulonique. 
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Description 

PROCEDE DE SEPARATION DE L'ACIDE CETO-2 L GULONIQUE A PARTIR D'UN MOUT DE FERMENTATION 



L'acide ceto-2 L gulonique, intermediate de 
synthese de l'acide ascorbique, est generalement 
present dans les moOts de fermentation de microor- 5 
ganismes appropries sous forme de ceto-2 L 
gulonate de calcium. 

Pour sa transformation en aclde ascorbique, II est 
part iculi ere ment avantageux de pouvoir disposer de 
l'acide ceto-2 L gulonique soit sous forme libre 10 
(2KLG-H) soit sous forme de sel de sodium 
(2KLG-Na) sous une forme aussi pure que possible. 

Selon les demandes de brevets japonais JP 
52.66684 et JP 53.62894, il est connu de preparer le 
ceto-2 L gulonate de sodium pratiquement pur a 15 
partir d'un moOt de fermentation contenant du 
ceto-2 L gulonate de calcium. Cependant la mise en 
oeuvre industrielle de ces precedes ne permet pas 
d'obtenir directement l'acide ceto-2 L gulonique 
necessaire a la transformation ulterieure en acide 20 
ascorbique. 

II a maintenant ete trouve, et c'est ce qui fait 
I'objet de la presents invention, que l'acide ceto-2 L 
gulonique (2KLG-H) pratiquement pur peut etre 
obtenu avec de bons rendements a partir des moOts 25 
de fermentation contenant le c6to-2 L gulonate de 
calcium par un procede simple et facllement repro- 
ductible. 

Les milieux de fermentation conduisant au 
2KLG-H contiennent generalement, a cdte de l'acide 30 
ceto-2 L gulonique sous forme de sel de calcium, 
une biomasse insoluble et des impuretes organi- 
ques ou minerales, les impuretes minerales consis- 
tent essentiellement d'anions inorganiques associes 
a des cations metalliques tels que les ions sodium, 35 
potassium ou magnesium. 

Le procede selon invention consiste essentielle- 
ment en la realisation des etapes successives 
suivantes : 

1) separation des insoiubles du mout de 40 
fermentation, 

2) demiperalisation du mout filtre, 

3) separation de l'acide ceto-2 L gulonique. 
La mise en oeuvre du procede peut etre realisee 

en continu ou en discontinu. 45 

La biomasse et les substances insoiubles qui 
represented generalement de 1 ,5 a 3 <Vo en poids du 
mout entier peuvent etre separees du mout : 

- soit par centrifugation apres floculation au moyen 

d'un agent floculant tel que, par exemple, de type 50 
polyacrylamide, 

- soit par filtration sous pression reduite apres 
floculation au moyen d'un agent floculant tel que, par 
exemple le polyacrylamide, et addition d'un adjuvant 

de filtration tel que, par exemple, la farine de bois ou 55 
la terre de diatomees, 

- soit par ultrafiltration a travers des membranes 
minerales ou organiques appropriees telles que les 
membranes polyvinyldifluorees ou les membranes 
constitutes de Zr02 sur matrice de carbone. 60 

Le moOt debarrasse de la biomasse et des 
substances insoiubles peut etre concentre, soit par 
evaporation sous pression reduite a une tempera- 



ture Inferieure a 60° C jusqu'a un volume correspon- 
dent entre 1/4 et 1/3 du volume initial, sort par 
osmose inverse sur une membrane polysulfonee a 
une temperature voisine de 50° C jusqu'a la moitie 
environ de son volume. 

Le mout concentre est generalement acidifie par 
addition decide sulfurique concentre en quantite 
pratiquement stoechiometrique par rapport au cal- 
cium present a une temperature inferieure ou egale a 
40° C. Le sulfate de calcium qui precipite est separe 
par filtration et est lave a I'eau. Le filtrat qui contient 
des cations divers dont les prlncipaux sont le 
calcium non precipite, le sodium, le potassium et le 
magnesium est decationise et acidifl6 par passage 
sur une colonne de resine polymerique echangeuse 
de cations en cycle acide, de preference de type 
sutfonique. 

II est egalement possible, avant la concentration, 
de decationiser et d'acidifier le mout par passage 
direct sur une resine catlonique sous forme acide, 
de preference de type sutfonique. 

Le mout debarrasse des sediments et des 
cations, eventuellement concentre, peut etre debar- 
rasse des anions en solution par passage sur une 
resine polymerique echangeuse d'anions, de prefe- 
rence de type dialkylamlno. 

La solution demineraJisee est alors concentree 
par evaporation sous pression reduite a une tempe- 
rature Inferieure a 60° C jusqu'a environ 70 % du 
volume initial. La cristallisation de l'acide ceto-2 L 
gulonique est obtenue par une concentration sup- 
plementaire sous pression reduite a une tempera- 
ture voisine de 40° C jusqu'a une diminution du 
volume comprise entre 30 et 40<>/o environ suivie 
eventuellement d'un refroidissement de la bouillie 
crystalline. 

II peut etre partlculierement avantageux d'effec- 
tuer la cristallisation en continu dans un cristallisoir 
fonctionnant par evaporation sous pression reduite 
a une temperature voisine de 40° C et muni d'un 
echangeur externe. les cristaux obtenus sont se- 
pares par filtration ou par essorage puis laves a 
I'eau. L'acide ceto-2 L gulonique est isole sous 
forme d'un monohydrate dont la purete est genera- 
lement voisine de 100% et dont la mol6cule d'eau 
d'hydratation peut etre eliminee par chauffage sous 
pression reduite. 

Generalement le sechage des cristaux d'acide 
ceto-2 L gulonique monohydrate humide est effec- 
tue par transport sous un flux d'air chaud. 

Selon la presente invention, l'acide ceto-2 L 
gulonique peut aussi etre obtenu apres extraction 
du moOt concentre et demineralise au moyen d'un 
solvant organique convenable choisi parmi les 
hydrocarbures aliphatiques ou aromatiques even- 
tuellement halogenes contenant en solution une 
amine aliphatique, de preference secondaire, conte- 
nant plus de 20 atomes de carbone. La solution 
organique ainsi obtenue peut etre extraite par une 
solution aqueuse d'un acide mineral fort choisi parmi 
les acides chlorhydrique, sulfurique ou nitrique dont 
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la concentration peut etre comprise entre 0.5N et 
3N. 

La solution aqueuse ainsi obtenue peut etre 
concentree a sec pour conduire a un acide ceto-2 L 
gulonique monohydrate sous forme pulverulente 
dont la purete est generalement superieure a 90 o/o. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limltatlf, 
montrent comment Tlnvention peut §tre mise en 
pratique. 

EXEMPLE 1 - Separation des insolubles du moQt de 
fermentation 

On utilise un moOt de fermentation obtenu par 
culture d'une souche de corynebacterium produc- 
trice d'aclde ceto-2 L gulonique contenant 1,6 % 
environ de biomasse et de substances insolubles et 
100/o de ceto-2 L gulonate de calcium. 

La biomasse et les substances insolubles peuvent 
etre separees selon Tune des methodes suivantes : 

1) On fait passer 123 kg de moGt de fermentation 
contenant environ 2 kg de sediments a travers une 
membrane d'ultrafiltratlon CARBOSEP dont la poro- 
site est de 80 000 DA, a une temperature de 40° C. 
On obtient ainsi 112 kg de permeat exempt de 
produits insolubles et 11 kg de retentat contenant la 
totalite des sediments et dans lequel la concentra- 
tion en ceto-2 L gulonate de calcium est egale a celle 
dans le permeat. 

Le retentat est epuise par diafiltration par addi- 
tions successives d'eau au retentat au cours d'une 
ultrafiltration identique a celle decrite precedem- 
ment. La diafiltration est arretee lorsque la teneur en 
ceto-2 L gulonate de calcium dans les permeats 
reunis correspond a un taux de recuperation d'au 
moins 99 o/o. 

2) A 500 g de moGt entler, agite vigoureusement, 
on ajoute 20 cm3 d'une solution aqueuse a 5 g/litre 
de floculant du type polyacryiamide FLOERGER 
8850. Apres quelques minutes de contact, on ajoute, 
en maintenant la vlgoureuse agitation, 10 g de farine 
de bois. 

Le mfclange obtenu est filtre sur toile filtrante sous 
une pression reduite (300 mm de mercure ; 40 kPa). 

Le gateau de filtration est lave par 50 cm3 d'eau. 

La perte en ceto-2 L gulonate de calcium est 
inferieure a 2 o/o. 

Le poids du filtrat contenant 9,4 o/o de ceto-2 L 
gulonate de calcium est de 520 g. 

3) 200 litres de moGt entier contenant 2,7 o/o de 
sediments sont flocules a Taide de 8 litres d'une 
solution aqueuse a 5 g/litre d'un agent floculant du 
type polyacryiamide (FLOERGER 8850) puis sont 
introduits en continu au debit de 2000 litres/heure 
dans une clarif icatrice centrifuge a assiettes de 7200 
m2 de surface equivalente. 

On recuellle un moOt clarifie contenant 0,1 o/o de 
sediments. 

EXEMPLE 2 - Concentration du moQt 

Le mout debarrasse des insolubles peut etre 
concentre selon Tune des methodes suivantes : 

1) On concentre 225 litres de moOt exempt 
d'insolubles par evaporation sous pression reduite 
(72 mm de mercure ; 9,5 kPa) a une temperature de 
47° C jusqu'a un volume de 62 litres. 



La degradation thermique est Inferieure a 0,5 o/o. 

2) On concentre 60 litres de moOt exempt 
d'insolubles par passage a travers un module 
d'osmose inverse equlpe de membranes polysulfo- 
5 nees (PCI Z 99) a un debit de 25 lrtres/h.m2 et a une 
temperature inferieure ou egale a 50° C jusqu'a 
obtenir un volume de 30 litres. 

EXEMPLE 3- Precipitation du sulfate de calcium 
10 Dans un reacteur agite, maintenu a une tempera- 
ture Inferieure ou egale a 40° C et contenant 2 litres 
de moOt concentre obtenu dans les conditions 
decrites dans I'exemple 2-1, on ajoute une quantite 
d'aclde sulfurique concentre correspondant, en 
15 moles, a la quantite totale de calcium present dans le 
reacteur soit 100 cm3. 

Le sulfate de calcium qui precipite sous forme de 
dihydrate est separe par filtration et lave a I'eau. 
Le filtrat et les lavages reunis contiennent 99,5 o/o, 
20 en moles, de i'acide ceto-2 L gulonique initial. 

Le rendement de I'elimination du calcium est de 
950/b. 

EXEMPLE 4 - Elimination des cations 
25 On passe 3 litres du filtrat obtenu a I'exemple 3 
(avant d'etre melange aux eaux de lavage du gateau 
de sulfate de calcium) sur une colonne de 60 cm de 
hauteur et de 5 cm de diametre contenant 1 ,6 litre de 
resine cationique forte (Amberlite IRC 120) en cycle 
30 acide. 

Apres lavage, on obtient ainsi 5,5 litres de mout 
' dans lequel la teneur en cendres sulfuriques est 
inferieure a 1 o/o par rapport a I'acide ceto-2 L 
gulonique present dans la solution. 
35 Le taux de recuperation de I'acide ceto-2 L 
gulonique est superieur a 99,5 o/o. 

EXEMPLE 5 - Elimination des anions 
On fait passer 0,4 litre du moOt obtenu a 

40 I'exemple 4 a travers une coionne de 10 cm de 
hauteur et 1 ,4 cm de diametre contenant 15 cm3 de 
resine anionique faible (Amberlite IRA 93) afin de 
diminuer d'un facteur 10 la teneur en acide sulfuri- 
que dans le moQt acidifie. 

45 La perte en acide ceto-2 L gulonique n'excede pas 
2 o/o de la quantite introduce. 

EXEMPLE 6 - Cristallisation de I'acide ceto-2 L 
gulonique 

50 5000 g de moOt obtenu dans les conditions de 
I'exemple 5 sont concentres par evaporation de 
facon a obtenir 3430 g d'une solution contenant 
1170 g d'acide ceto-2 L gulonique et 255 g 
d'impuretes. 

55 Le concentrat ainsi obtenu est concentre partiel- 
lement sous pression reduite (40 mm de mercure ; 
5,3 kPa) a une temperature de 40°C jusqu'a un poids 
de 2010 g. Cette concentration supplemental 
conduit a la cristallisation de I'acide ceto-2 L 

GO gulonique hydrate. La bouillie de cristaux est 
refroidie a 25° C. Les cristaux sont separes par 
filtration et laves a I'eau. On obtient ainsi 930 g 
d'aclde ceto-2 L gulonique hydrate dont la purete est 
superieure a 99 o/o et dont la teneur en cendres 

65 sulfuriques est inferieure a 0,1 o/o. 
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Le rendement est de 73 %. 

Les eaux-meres de filtration et les eaux de lavage 
sont reunies puis concentrees sous pression reduite 
(40 mm de mercure ; 5,3 kPa) jusqu'a un poids de 
710 g. Apres refroidissement, les cristaux sont 5 
separes par filtration et laves a I'eau. On obtient ainsi 
285 g d'acide ceto-2 L gulonique monohydrate dont 
la purete est de 89 %. 

Les cristaux d'acide ceto-2 L gulonique monohy- 
drate humides (5,8% d'eau) dont la purete est 10 
superieure a 99 o/o (9400 g) sont seches par de I'air a 
75° C circulant a 5 m/s dans un secholr a transport 
pneumatique, le temps de sejour etant de 3 
secondes. 

On obtient ainsi 8850 g d'acide ceto-2 L gulonique 15 
monohydrate. L'acide ceto-2 L gulonique monohy- 
drate peut Stre deshydrate par chauffage a 40°C 
sous pression reduite (5 mm de mercure ; 0,67 kPa) 
pendant plusieurs heures. 

20 

EXEMPLE 7 

On met en contact 1 litre de moOt debarrasse des 
sediments et des cations contenant 80 g d'acide 
ceto-2 L gulonique ayant une purete de 84 o/o avec 1 
litre d'une solution de 260 g d'ADOGEN 83 (Marque 25 
deposee SCHERING) dans le kerosene pendant 0,5 
heure a 50° C. 

L'acide ceto-2 L gulonique (83 o/o) qui est extrait 
dans la phase organique est r6extrait quantitative- 
ment par 690 cm3 d'une solution aqueuse d'acide 30 
nitrique 1N. 

La solution concentree a sec fournit 81,5 g d'un 
produit cristallise contenant 89 o/o d'acide ceto-2 L 
gulonique monohydrate. 



Revendications 



eff ectu6e par passage du moOt debarrasse des 
cations sur une colonne echangeuse d'anlons. 

6 - Precede selon la revindication 1 caracte- 
rise en ce que l'acide ceto-2 L gulonique est 
cristallise apres concentration du moOt demine- 
raiise puis separe par filtration. 

7 - Procede selon la revendication 1 caracte- 
rise en ce que l'acide ceto-2 L gulonique est 
obtenu apres extraction du moQt concentre et 
demineraiise, au moyen d'un solvant organique 
choisi parml les hydrocarbures aliphatiques ou 
aromatiques eventuellement halogenes conte- 
nant une amine aliphatique ayant plus de 20 
atomes de carbone puis re-extraction au moyen 
d'une solution aqueuse d'un acide mineral fort 
choisi parmi les acides chlorhydrique, nitrique 
et sulfurique et concentration a sec de la 
solution aqueuse obtenue. 

8 - Procede selon la revendication 1 caracte- 
rise en ce qu'il est mis en oeuvre en contlnu ou 
en discontlnu. 



1 - Procede de separation de l'acide ceto-2 L 
gulonique a partir d'un moOt de fermentation 40 
contenant essentiellement le sel de calcium de 
l'acide ceto-2 L gulonique caracterise en ce que 

I 'on separe les insolubles contenus dans le 
mout, demineraiise le mout filtre, puis separe 
l'acide c6to-2 L gulonique. 45 

2 - Procede selon la revendication 1 caracte- 
rise en ce que les insolubles contenus dans le 
mout de fermentation sont elimines par centri- 
fugation. par filtration en pr6sence d'un agent 
floculant et d'un adjuvant de filtration soit par 50 
ultra-filtration. 

3 - Procede selon la revendication 1 caracte- 
rise en ce que la separation des cations est 
effectuee apres concentration, acidification au 
moyen d'acide sulfurique en quantit6 stoechio- 55 
metrique par rapport au calcium present dans le 
mout, separation du sulfate de calcium preci- 

pite par filtration, puis passage du filtrat sur une 
colonne echangeuse de cations en cycle acide. 

4 -Procede selon la revendication 1 en ce 60 
que la separation des cations est effectuee par 
passage du mout separe des insolubles sur une 
colonne echangeuse de cations en cycle acide. 

5. Procede selon la revendication 1 caracte- 
rise en ce que I'elimination des anions est 65 
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